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ンを生産することが知られている（Mooibroek and Cornish, 2000; Warneke et al., 
2007）． 
シス型の天然ポリイソプレンは 2000種以上の植物で生合成されていることが
知られている．産業的には，Hevea brasiliensis（パラゴムノキ, Fig. 1-2A；Hosler 
et al., 1999）や Parthenium argentatum（グアユーレ；Mooibroek and Cornish, 2000）
によって産生されるポリイソプレンが利用されている．また，天然ポリイソプ
レン生産植物のモデルとして Ficus erecta（イヌビワ, Fig. 1-2B；Cornish and Siler, 
1996；Espy et al., 2006）や Lactuca sp.（レタス；Bushman et al., 2006）が活用さ
れ，生化学的にそのポリイソプレン生合成機構が研究されている．シス型天然
ポリイソプレンはタイヤやグローブなど，40000種類以上の製品に使われている
産業的に極めて重要なポリマーの一つである（Mooibroek and Cornish, 2000）． 
トランス型の天然ポリイソプレンを産生する植物は少なく（Buchanan et al., 
1979），東南アジア原産の Palaquium gutta（グッタペルカノキ），Miumusops balata
（バラタゴムノキ；Schlesinger and Leeper, 1951），東アジア原産の Eucommia 
ulmoides（トチュウ, Fig. 1-2C；Tangpakdee et al., 1997），アメリカ原産の木であ
る Garrya flavescens，Garrya wrightii（Roth et al., 1985）などがトランス型ポリイ

























繊維状物質として細胞間隙に存在することが明らかにされている（Bamba et al., 
2002）．トチュウは温帯地域でも生育が可能であり，ポリイソプレンを豊富に含
Fig. 1-2 ポリイソプレン生産植物 
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 サイズ排除クロマトグラフィ （ーSEC）に用いた HPLC用テトラヒドロフラン
（THF）は和光純薬（大阪）より購入した．SEC の分子量分布の検量線はシス
Fig. 2-1 低分子化合物とポリイソプレンの抽出，定量法の違い 
 8 / 56 
 
型ポリイソプレン（ nM  1,199,400, wM / nM  1.10; nM  138,000, wM / nM  1.05; 
nM  30,000, wM / nM  1.04; nM  12,000, wM / nM  1.04; nM  6000, wM / nM  
1.04; nM  2560, wM / nM  1.08; nM  1150, and wM / nM  1.11; Polymer Source, 
Montreal, Canada）を用いた．定量分析の内部標準物質としてポリブタジエン（ nM  




 ソックスレー抽出法と当該定量法（2 ml 定量法）を比較するため，トチュウ
の葉を実験材料として用いた．トチュウ葉は九州大学（2006年 10 月）で採取し
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2-2-4 トチュウ葉からのポリイソプレン簡便抽出 
 凍結乾燥した葉（15 mg）を 2 mlのエッペンドルフチューブに移し，エタノー










 トチュウポリイソプレンの SEC分析は，直列した 2本の 4.6 mm i.d. x 250 mm
カラム（ packed with nonpolar poly-(styrene-co-divinylbenzene) gel； PL gel 
MiniMIX-B; particle size, 10 µm; maximum porosity, 1 x 107; Polymer Laboratories, 
Essex, UK）を用いた．THFに溶解したポリイソプレン試料は，孔径 0.45-µmの
メンブレンフィルターでろ過した後，SEC 分析に供した．測定は，カラムオー
ブン温度 40ºC，移動相（THF），流速 0.2 ml min-1で行い，UV検出器（210 nm）
でポリイソプレンをモニタリングした．検出器から得られたシグナルを
SIC-480II data station (System Instruments, Tokyo)で記録した．分子量分布に関する
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フーリエ変換赤外分光分析法（FT-IR；FTIR-2400S, Shimadzu, Kyoto) を用いて
トチュウポリイソプレン含量を測定した．試料調製としてトチュウポリイソプ









プレンが不溶であるエタノールを用いて 10 時間 120 ºC，色素成分を除いた．次




2-2）（Tangpakdee et al., 1997）．シス型ポリイソプレン標品の検量線から，トチュ
ウポリイソプレンの数平均分子量はそれぞれ， nM  = 6.0 x 103, 1.2 x 106であるこ
とが推定された． 
 


































1.2 x 106 
6.0 x 103 
2-ml抽出法 
ソックスレー抽出法 
Fig. 2-2 トチュウ葉から抽出したポリイソプレンの分子量分布．  
グラフ中の矢印は数平均分子量（ nM ）を示す． 



















のバンドとして 1316 cm-1を選んでいる（Kaushik and Sharma, 1985）が，本実験
で用いたポリブタジエンでは 1316 cm-1のバンドは他のバンドと重なっていたた
めに，912 cm-1のバンドを採用した．このバンドは，1,4-ポリブタジエン中に含
まれる 1,2-ポリブタジエン C=C 結合に由来すると考えられる．また，天然ポリ
イソプレン由来の特異的なバンドとして，1380 cm-1を採用した（Fig. 2-3）． 
FT-IR分析による検量線の直線性，検出限界（LOD），および定量限界（LOQ）
の測定は，100 µg のポリブタジエンに対するトチュウポリイソプレン由来のバ
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ンドの高さ，および，面積値から決定した．各濃度のポリイソプレンをそれぞ




































TABLE 2-1 各定量法の正確さおよび精度 
 
 
FT-IRの LODは 12.5 µg，LOQは 27.1 µgである（TABLE 2-2）．LODはピー
クとして検出される最小量とした．LOQ は様々な濃度のポリイソプレンを分析
し，検量線の範囲内に含まれるピーク面積を検量線の式に代入し，ポリイソプ
レン量を算出した．また，直線範囲は 25 - 200 µg であった．  
 










% ポリイソプレン a 4.01 ± 0.25 4.03 ± 0.29 3.73 ± 0.44 
RSD (%) 6.29 7.11 11.7 
Method R 直線性 (µg) LOD (µg) LOQ (µg) 
FT-IR 0.998 25 - 200 12.5 27.1 
a 
平均値 ± 標準偏差（n =3） 
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トチュウは落葉性の樹木で 4 月から 10 月にかけて葉がつく．トチュウ木（no. 
3, 10, 18, 21, 24）から採取した葉のポリイソプレン含量の変動，分子量分布の変
化を FT-IR，SECにより分析した．ポリイソプレン含量は初夏から秋にかけて経
時的に蓄積する傾向を見せた（Fig. 2-5）．また，ポリイソプレン分子量分布は初
夏から秋にかけて，低分子量ポリイソプレン（ nM = 6.0 x 103）の割合が高くな
っていることから，低分子量ポリイソプレンが優先的に蓄積していると考えら




Fig. 2-4 FT-IRによるトチュウポリイソプレンの検量線 
µg-トチュウポリイソプレン/100 µg-ポリブタジエン 














































Fig. 2-5 トチュウ葉ポリイソプレン含量の季節変動 
Fig. 2-6  トチュウ葉ポリイソプレン分子量分布の季節変動．  
nM ：6.0 x 103ポリイソプレンのピーク面積を 
nM ：1.2 x 106ポリイソプレンのピーク面積で除算した． 
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（Veatch et al., 2005; Venkatachalam et al., 2006）．これらの研究開発を行う上で，
ポリイソプレン生合成経路に関わる遺伝子で形質転換した植物の作出は重要で
あり，またそのポリイソプレン含量を測定することが必須である．また，ポリ











や 3 成分の混合ポリマーの定性，定量分析に利用されている（Lee et al., 2007; 
Wang et al., 2000）．また，植物由来のサンプルでは，タバコやハーブのリグニン
の成分分析に利用されている（Faix et al., 1992; Marques et al., 2007）． 
イソプレンユニットの繰り返し構造から成る天然ポリイソプレンから発生す
る熱分解物はモノマー，ダイマー，トリマー，テトラマー，ペンタマー，ヘキ
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サマーなど様々である（Groves and Lehrle, 1991）．しかし，その割合としてはモ










ソプレンを含んでいる（Bamba et al., 2001）．また，部分的に相同する化合物と
しては，β-カロテンなどのカロテノイド類，側鎖として直鎖状ポリイソプレンを
有するキノン類がある． 









トチュウ葉は，大阪大学内の成木から 10 月か 12 月にかけて採取した．イヌ





ングブレンダーで粉砕し，孔径 0.5-1.0 mmのアルミ製ふるいにかけた． 




（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA），ウンデカプレノール（Larodan fine 
chemicals AB, Malmo, Sweden），ノナデカプレノール（Larodan fine chemicals AB），
シス型ポリイソプレン標準品（ nM  1,199,400, nM  6000, wM / nM  1.04; nM  
2560, wM / nM  1.08; Polymer Source, Montreal, Canada），トランス型ポリイソプレ
ン（Kuraray trading Co, Osaka, Japan）を PyGC/MSで測定した．植物に含まれる
イソプレノイドの熱分解物を調べるため，ユビキノン-10，ゼアキサンチン，リ
コペン，β-シトステロール（Wako Pure Chemical Industries, Osaka），クロロフィ
ル，スティグマステロール（Sigma-Aldrich）を測定した．ポリブタジエン （ nM  




PyGC/MS システムは Trace GC ultra, Trace DSQ （Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA., USA）を使用し，熱分解装置は Double-Shot Pyrolyzer PY-202 
（Frontier Lab, Fukushima）を用いた．450°Cで試料の熱分解を行った．熱分解物
の分離には THERMO TR-WaxMS column （60 m x 0.25 mm, 0.25-µm-thick film; 




200°Cに設定した．クロマトグラフィーの温度は 40°Cで 5分保持し，8°C min-1 で
130°Cまで昇温した後，14分保持した．スプリット比は 10:1に設定した．マス
レンジは 50－650 m/zに設定した．ポリイソプレン，ポリブタジエン，植物葉の




製定量法）．植物葉の直接分析については，粉末状の葉 1 mgに 100 µgの内標ポ
リブタジエンを加えた後，分析に供し，直物葉より発生したリモネンとポリブ
タジエンより発生する 4-ビニルシクロヘキセンのピーク面積比より定量を行っ






























から決定した（Fig. 3-3，TABLE 3-1）．FT-IR，PyGC/MSそれぞれの LODは 12.5，




























































Fig. 3-2 熱分解温度とポリブタジエン由来 4－ビニルシクロヘキセン
（●），ポリイソプレン由来リモネン発生量（◆）の関係．400℃の時の
面積を基準とした相対面積で表した． 
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TABLE 3-1.  各分析法の正確さと精度 
a 
平均値 ± 標準偏差（n =3） 
 
 












% ポリイソプレン a 4.03 ± 0.29 3.95 ± 0.28 3.73 ± 0.44 
RSD (%) 7.11 7.07 11.7 
Method R 直線性 (µg) LOD (µg) LOQ (µg) 
FT-IR 0.998 25 - 200 12.5 27.1 
PyGC/MS 0.999 1.5 - 200 0.78 1.46 
Fig. 3-3 PyGC/MSによるポリイソプレンの検量線 
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(Eucommia ulmoides) トランス型 0.25 0.94 
イヌビワ 
(Ficus erecta) シス型 0.33 0.68 
パラゴムノキ 
(Hevea brasiliensis) シス型 0.26 0.87 
a 
平均値（2 回測定）; b 未検出   
Fig. 3-4 トチュウ葉の PyGC/MSクロマトグラム 
イソプレン 
リモネン 
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TABLE 3-4 トチュウ葉から発生する熱分解物 
 
RT (min) %Area compounds MW 
4.28 4.39 2-butyne 54 
4.58 18.4 isoprene 68 
6.7 0.34 2-propenal 56 
7.15 1.91 2-(2-metyl-1-propenyl)cyclobutanone 124 
9.25 0.89 1-methyl-1,4-cyclohexadiene 94 
10.41 8.09 4-vinyl-cyclohexene 108 
12.81 1.64 1-methyl-4-(1-metylethenyl)-cyclohexene 136 
13.91 1.1 1,3-dimethyl-benzene 106 
14.18 0.54 3-methyl-6-(1-methylethyl)-cyclohexene 138 
15.36 1.75 2,5,6-trimethyl-1,3,6-hepatatriene 136 
15.65 36.44 limonene 136 
15.89 1.12 2,5-dimethyl-3-methylene-1,5-heptadiene 136 
16.66 0.89 styrene 104 
17.58 0.57 acetic acid methl ester 74 
18.78 0.57 1,2,4-triethenyl cyclohexene 162 
19.68 1.32 8-methylene-dispiro[2.0.2.5]undecane 162 
20.13 0.51 1,2,4,5-tetrametyl benzene 134 
20.94 2 methyl formate 60 
21.25 0.54 isopropenyltoluene 132 
21.74 2.77 3-furaldehyde 96 
22 1.31 10-oxocyclodec-2-enecarboxylic, methyl ester 210 
23.12 0.74 oxacyclotetradeca-4,11-diyne 190 
23.29 0.78 2-methyl-hex-2-yn-4-one 110 
26.14 0.54 5-methyl-2-furancarboxaldehyde 110 











で高分子ポリイソプレン（トチュウポリイソプレン（ nM : 6000, 1,200,000），シ
ス型ポリイソプレン（ nM : 2560, 6000, 1,192,000），トランス型ポリイソプレン）





イソプレンが Diels-Alder type reactionにより，ダイマー形成することによって生








の比率を測定した（TABLE 3-6）．  
ユビキノン-10（CoQ-10）は，側鎖として直鎖状のイソプレンユニットをもつ．
ユビキノンから発生したイソプレンは，同程度のイソプレンユニットであるソ
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 分子量 イソプレン (%)a, c リモネン (%)a, c 
トチュウ     
ポリイソプレン 
6000b, 1,200,000b 100.0 ± 6.6 100.0 ± 6.7 
ソラネソール 630 83.1 ± 7.3 56.8 ± 2.0 
ウンデカ     
プレノール 
767 90.8 ± 2.5 68.8 ± 3.5 
ノナデカ     
プレノール 
1310 99.9 ± 10.9 79.6 ± 3.6 
シス型       
ポリイソプレン 
2560b 96.7 ± 3.2 91.0 ± 0.5 
6000b 97.7 ± 4.4 100.7 ± 2.9 
1,192,000b 103.9 ± 6.9 102.3 ± 3.5 
トランス型   
ポリイソプレン 
6000-1,200,000b 96.4 ± 8.3 102.9 ± 1.3 
a
平均値（2または 3 回測定）； b数平均分子量； c 平均値 ± 標準偏差 
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ユビキノン-10 862 (10) 78.7 ± 2.8 81.1 ± 3.0  
β-カロテン 536 (8) n.d. n.d. 
ゼアキサンチン 
568 (8) n.d. n.d. 
リコペン 
536 (8) n.d n.d. 
クロロフィル 
893 (4) n.d. n.d. 
β-シトステロール 414 (6) n.d. n.d. 
スティグマステロール 
412 (6) n.d. n.d. 
a
平均値（2 回測定）； b平均値 ± 標準偏差，n.d. 未検出 
 



































TABLE 3-7  抽出/精製定量法および直接定量法より得たトチュウ           
ポリイソプレン含量（9 試料）の範囲と 9 試料のポリイソプレン含量の平均値 
  ポリイソプレン含量の範囲（％） 平均値（％）
a
 
抽出/精製定量法 0.6 - 5.3 2.3 ± 1.4  
直接定量法 2.1 - 7.4 4.3 ± 1.6  
差 1.4 - 2.2 1.9 ± 0.3  
a
平均値 ± 標準偏差 
 
また，他のポリイソプレン生産植物においても，本相対定量法が適用できる















TABLE 3-8 抽出/精製定量法および直接定量法より得たポリイソプレンの   
平均値および範囲 
  ポリイソプレン含量の範囲（％）  
 n
a
 抽出/精製定量法 b 直接定量法 b R2 
イヌビワ 
Ficus erecta 5 0.011 - 0.032 0.35 - 1.42 0.97  
パラゴムノキ 













Fig. 3-8 抽出/精製定量法と直接定量法より得たパラゴムノキポリイソプレン  
含量の相関関係 
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近赤外光は，波長 0.8-2.5 µmを範囲とする光で，化合物の C-H，N-H，C-O，
O-H 結合に吸収される．また，近赤外光分光分析は拡散反射光が利用でき，溶
媒による抽出の必要がない．このことから，非侵襲の定量分析法として，食品
（Nørgaard et al., 2005; Cen et al., 2007; Ikeda et al., 2007），材料（Corish, 1959; 
Vilmin et al., 2006; Marinho et al., 2000），薬品（Bodson et al., 2006; Barajas et al., 
2007）などの迅速定量分析法に応用されている．また，小型化が容易であるこ
















様々な条件で生育したトチュウから 42 サンプルの葉を採取した．11 サンプル
は温室で育てた発芽後 3 か月の苗木から採取した．28 サンプルは大阪大学内の
成熟した木から 10 月から 12 月にかけて採取した．3 サンプルは九州大学内の木
から 10 月に採取した．サンプルは蒸留水で洗浄した後，主葉脈をメスで切り取
り，凍結乾燥に供した．その後，サンプルをワーニングブレンダーで粉砕し，


















 0.5から1.0 mgの粉砕した葉をガラス製バイアル（直径 20 mm，厚み 1.0 mm）
に入れ，ガラス製の棒でサンプルを押し付け，サンプル中の間隙を極力，除い
た．各サンプルは，FT-NIR（Thermo Electron K.K., Kanagawa, Japan）で 3 回ず
つ反射測定した．各スペクトルは，波長 1.67-2.5 µm を 64 回スキャンして得た．
FT-NIR は Smart Near-IR UpDRIFT（CaF2 beamsplitter，InGaAs detector）を使用
した．また，ミラー速度は 1.2659 cm s–1である．各スペクトルのデータポイン
トは 1557 である． 
 
4-2-5 PLS回帰分析 
各 3 回の分析で得られたスペクトルを OMNIC 7.2a (Thermo Electron K.K.)で
平均化し，PLS回帰分析に使用した．PLS回帰分析は SIMCA-P (version 11.0; 





乾燥し，粉砕したトチュウ葉の NIRスペクトルを示した（Fig. 4-1A）．2.0-2.5 

























えた PIFHより得られたものとの差異が波長 4000から 5000 µmに見られた．ま
た，この差は，二次微分スペクトルでより鮮明となった（Fig. 4-1C）．この領域
には，CH伸縮振動や，CH，CH2，CH3の第一結合音が含まれる（Corish, 1959）． 
また，波長 5000から 6000 µmにもわずかに差が見えたが，6000から 10000 µm
ではほとんど差が見られなかった．これらのことから，波長 4000から 5000 µm
Fig.4-1 ポリイソプレン不含粉砕物（PIFH）と 10% ポリイソプレンを
加えた PIFHのスペクトルの生データ（A），一次微分（B），二次微分（C）． 




4-3-3 PLS 回帰直線 
FT-NIR の未処理スペクトル，一次微分スペクトル，二次微分スペクトルを用
いて，PLS 回帰直線を作ることができるか検証した．ケモメトリクスを使った
予測のため，0.6 から 5.3％のポリイソプレンを含む 42 のトチュウ葉を FT-NIR
分析に供した （TABLE 4-1．サンプルはキャリブレーションセットとバリデー
ションセットにそれぞれ 36 セットと 6 セットのデータに分けた．それぞれの平
均値と標準偏差がほぼ同じとなり，また，トチュウポリイソプレン含量の範囲








2.0-2.5 µmの範囲で作成した PLSモデルを検証した （TABLE 4-2）．各モデルの
結果は，相関係数（R2Y，Q2Y）と RMSEE（root-mean-square error of estimation）
で評価した．また，各モデルの予測能力は RMSEP（root-mean-square error of 
prediction）で評価した． 
未処理スペクトルの 1.67-2.5 µmの領域では，PLSモデルは相関性（R2Y）が




キャリブレーションセット 36 0.6 - 5.3 2.40  1.10  
バリデーションセット 6 1.0 - 4.0 2.30  1.30  
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極めて低くなった（0.27）．トチュウポリイソプレン由来のバンドが現れると予
測された領域（2.0-2.5 µm）では PLS 回帰直線を作成することができなかった．
このことから，未処理のスペクトルでは，PLS 回帰直線を作成できるほど，ト
チュウポリイソプレン由来のバンドが明確に現れていないと考えられる． 
一次微分，二次微分した 1.67-2.5 のスペクトル，一次微分した 2.0-2.5 µm の
スペクトルとも良好な相関性の PLS モデルを与えたが， RMSEE と RMSEP の
差が大きい結果となった．このことは，このモデルの予測性能は低いことを示









を示した．一方で，1.6-2.5 µm のスペクトル領域を使った PLS は高い相関性
（R2Y=0.95，Q2Y＝0.88），低い RMSEE（0.25），RMSEP（0.37）でもっとも性
能がよいモデルであった．また，1.28-1.54 µmのスペクトルでは PLSモデルを構
築できなかった．以上のことから，1.6-2.5 µmの CH, CH2, CH3 第一倍音や，CH
伸縮振動が PLSモデル構築に重要であると考えられる． 1.6-2.5 µmのスペクト
ル領域を使って PLSモデル（Fig. 4-2）の相関図を示した． 
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TABLE 4-2 波長範囲と前処理の最適化 
 前処理 波長 (µm) R2Y Q2Y RMSEE RMSEP Latenta 
未処理 1.67-2.5 0.27 0.13 0.95 1.03 2 
 2.0-2.5b - - - - - 
一次微分 1.67-2.5 0.99 0.88 0.09 0.35 6 
 2.0-2.5 0.92 0.79 0.32 0.90  3 
二次微分 1.67-2.5 0.99 0.89 0.08 0.57 3 






TABLE 4-3 二次微分スペクトルと波長範囲 
波長 (µm) R2Y Q2Y RMSEE RMSEP Latenta 
2.0-2.5 0.94 0.83 0.28 0.38 2 
1.6-2.0 0.92 0.85 0.31 0.42 2 
1.6-2.5 0.95 0.88 0.25 0.37 2 
1.28-1.54b -  - - - 























Fig.4-2 PLS 回帰直線 （□）キャリブレーションセット，  
（●）バリデーションセット 
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較を TABLE 5-1に示す． 
 




2-ml 抽出法/FT-IR FT-NIR PyGC/MS 
試料量（mg） 150 15 500-1000 1 
正確さ ◎ ◎ ○ △ 
感度 △ ○ △ ◎ 
迅速性 △ ○ ◎ ○ 





























イソプレン生合成の研究が行われてきた（Cornish et al., 1990；Cornish, 2001；Kang  
et al., 2000；Bamba et al., 2002；Madhavan and Benedict, 1984；Espy et al., 2006）．
これらの研究を通して，ポリイソプレン生合成にはプレニルトランスフェラー
ゼだけでなく，ラバーエロンゲーションファクターなどの因子も必要であるこ
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